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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
脊椎動 物 にお け る性 染色 体構成 はXX/XY型 とZZ/ZW型 とに分 類 され
る。 哺 乳類 はXX(雌)/XY(雄)型 で雄が ヘ テ ロ型 の性染 色体 を もっ が、
鳥 類で は逆 にZZ(雄)/ZW(雌)型 で 雌が ヘ テ ロ型 であ る。一 般 的 にX染
色 体、Z染 色体 は比較 的大型 の染 色 体で多 くの遺 伝子座 を持 ってい るが、Y染
色体 とW染 色 体 は小型 で体細 胞 間期 の核内 にお いて は、 その大部分 が高度 に凝
縮 した ヘ テ ロク ロマチ ンボデ ィーを形 成 してい る。 この ためY,W染 色 体 は発
生 初期 にお け る性 決定 を中心 とす る限定的機 能 を もち、 未分 化生殖 腺 に対 して
Y染 色体 上 の遺伝 子 は精 巣 の分化 に、 またW染 色 体上 の遺 伝子 は卵 巣 の分化 に
関 与 して いる と考 え られて い る。 減 数分 裂期 の前 期 に これ らの性 染色 体 は染 色
体 の末 端 部分 で部 分的 に対 合体 を形成 す るが、 その他 の部分 には対 合 もキ ア ズ
マ も形 成 されな い こ とが観察 され て い る。 これ らの こ とか ら、X染 色体 とY染
色 体 お よびZ染 色体 とW染 色 体 はそ れぞれ一部 分 相同 な配列 を もっが、 大部分
は異 な った配列 を もって い ると考 え られて い る。 この相 同配列 によ る性 染色 体
の対 合 は減数分 裂期 の前期 に おけ る性 染色体 の分離 分配 に とって重 要 で あ り、
また非 相 同配列 に よるキ アズマ非形 成 はYお よ びW染 色 体 に存在 す る と考 え ら
れ る性 決 定遺 伝子 の独立 性 の維 持 の ため に必要 で あ る と考 え られ る。 先 に も述
べた よ うに、Yお よ びW染 色 体 は間期核 内で ヘ テ ロク ロマ チ ンボデ ィー を形成
して い るが、構 成 ヘ テ ロクロマ チ ン(constitutiveheterochromatin)を 染 め
出すC-banding染 色法 に よ って その大 部分 の領 域 が濃染 され る。C-banding法 で
染 色 され る領域 と高 度反 復DNA配 列 が局 在す る部分 は一 致す る場 合が多 い こ
とか ら、Yお よびW染 色体 はその大 部分 が高度 反復DNA配 列 によ り構成 され
て いる と考 え られ てい るが実際 、Yお よびW染 色体 に特 異性 の高 い反 復配列 が
単 離 され て い る。 ヒ トにおいて はY染 色体 の約7艦 を 占め る反 復配列 が、 また
ニ ワ トリで はW染 色 体 の約6眺 を占 め るXholフ ァ ミリー反 復配列 が単 離 されて
い る。 このよ うな配 列 はヘ テ ロクロマ チ ンボデ ィー形 成 に関わ って い る と同時
に、Yお よ びW染 色 体 のX,Z染 色 体 に対 す る独立性 の維 持 に と って重 要 で あ
る と考 え られ る。
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本 研 究 は、 鳥 類 の う ち ニ ワ トリを 材 料 と し、 性 染 色 体DNA配 列 の 構 造 ・機
能 の 解 折 を進 め る こ と を 目 的 と した 。 そ こで ま ずW染 色 体 の約10-3眺 を 占 め る
と推 定 され るEcoRIフ ァ ミ リー 反 復 配 列 の 構 造 お よ び そ の 他 の 諸 性 質 を 明 らか
に し、 次 にW染 色 体 上 に お け るEcoRIフ ァ ミ リー 配 列 とXholフ ァ ミ リー 配 列 の
ドメ イ ン形 成 に っ い て の 解 析 を行 った 。 ま た 、 ニ ワ ト リゲ ノ ム の 約1眺 を 占 め
て い な が ら塩 基 配 列 レ ベ ル で の解 折 が な さ れ て い な いZ染 色 体 に 注 目 し、Z染
色 体 上 に存 在 す る2っ の遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ並 び に そ の 塩 基 配 列 の 解 析 、Z
染 色 体 上 で の 存 在 位 置 の決 定 を行 っ た。
第2章 ニ ワ ト リのW染 色 体 に特 異 的 なEcoRIフ ァ ミ リー 反 復 配 列 の 特 徴
著 者 の 所 属 す る研 究 室 で は 既 に ニ ワ トリのW染 色 体DNAの 約60%を 占 め る
と推 定 さ れ るXholフ ァ ミ リー 配 列 に対 して 、 ミ ス マ ッ チ約1跳 の 条 件 で は ハ イ
ブ リ ッ ト形 成 せ ず 、 ミス マ ッチ約3鵠 の条 件 で ハ イ ブ リ ッ ト形 成 す るEcoRlフ ァ
ミ リー 反 復 配 列 の1.2kb反 復 単 位 を ク ロー ン化 して お り、EcoRIフ ァ ミ リー配 列
も雌 ニ ワ トリゲ ノ ム に 特 異 的 な 配 列 でW染 色 体DNAの 約10-3眺 を 占 め て い る
もの と推 定 され て い た(斉 藤 寿 仁:博 士 論 文)。 そ こで 本 研 究 で は 先 ず、 こ
のEcoRIフ ァ ミ リー1.2kb反 復 単 位 に つ い て 塩 基 配 列 そ の 他 の 解 析 を 行 った。
(1)ク ロー ン化反 復 単位 とゲ ノ ム中の反 復単 位 の比 較
ク ロー ンpUGD1202か ら回 収 した1.2kb反 復 単 位 中 に認 識 部 位 を もっ 制 限酵 素
越1,堕1,里IL[1,亜1,璽21で ニ ワ ト リ雌 ゲ ノ ムDNAを 消 化 し、 さ ら に
EeoRI消 化 を行 った 後pUGD1202の イ ンサ ー トを プ ロー ブ と して サ ザ ン プ ロ ッ ト
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 った と こ ろ、 い くつ か の 弱 い シ グ ナ ル を 除 い て
pUGD1202イ ンサ ー トの 切 断 パ タ ー ン と一 致 した こ とか ら、pUGD1202は ゲ ノ ム中






































(2)塩 基 配 列 の 解 析
pUGD1202イ ンサ ー トは全 長1211bpで ク ロ ー ン化 され た0.7kbXholfamily反
復 単 位(pUGDO600)と の全 体 的 な相 同性 は67.磯 で あ った 。 こ の1211bp単 位 は
さ ら に(A)3.5ク ラ ス タ ー 、(T)8.4ク ラ ス ター が6-8bpのGCに 富 ん だ
配 列 を 挟 ん で 配 置 され た 平 均 約21bpの 配 列 が58個 繰 り返 した 構 造 を と って い た
(Fig.2)。 こ の 結 果Aク ラ ス タ ー 、Tク ラ ス タ ー がDNAの 二 重 らせ ん の ピ
ッ チ と同 調 す る よ う に 出 現 す る こ と か ら、pUGD1202イ ン サ ー トは溶 液 中 で 湾 曲
構 造 を と る こ と が 予 想 さ れ た 。 ま た 、GCに 富 ん だ 配 列 中 に はDNAメ チ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラー ゼ の 認 識 部 位 と考 え られ て い るCpG配 列 が78個 存 在 して い た。
こ の よ う な21bpの 内 部 繰 り返 し配 列 の コ ンセ ンサ ス醍 列 を 推 定 し、 こ の配 列 と
他 のW染 色 体 に 特 異 的 な 配 列 、 す な わ ち ニ ワ ト リのXholフ ァ ミ リー配 列 、 シチ
メ ン チ ョ ウ の塾⊥1フ ァ ミ リー 配 列 、 キ ジの 迦1フ ァ ミ リー 配 列 の コ ン セ ンサ ス
配 列 とを 比 較 した(Table1)。 こ の結 果 、Aク ラ ス タ ー 、Tク ラ ス タ ー と そ

































































































































































































































































(3)湾 曲 構 造 の 解 析
pUGD1202イ ン サ ー ト全 長(A)と5っ の サ ブ フ ラ グ メ ン ト(B-F)を(D
2%ア ガ ロ ー スゲ ル(4℃)、(II)4%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(4℃)、(III)
4%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(60℃)を 用 い て 電 気 泳 動 し、 湾 曲 構 造 を(II)ポ
リア ク リル ア ミ ドゲ ル(4℃)に お け る電 気 泳 動 移 動 度 の 遅 れ に よ り実 験 的 に
検 出 した(Fig.3)。 そ れ ぞ れ の 泳 動 に お け る移 動 度 か ら配 列 の 鎖 長 を 測 定 し、
これ を塩 基 配 列 決 定 に よ って 得 られ た 実 際 の 鎖 長 と比 較 した(Table2)。 そ
の結 果 、2%ア ガ ロー ス ゲ ル(4℃)で は、 ほ ぼ 塩 基 配 列 の 長 さ に相 当 す る移 動
度 を 示 した の に対 して(Table2,b/a)、4%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(4℃)
で は最 低 で も塩 基 配 列 の長 さ の1.5倍 以 上 の 移 動 度 の 遅 れ を 示 した(Table
2,c/a)。 ま た 、4%ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル(60℃)で は移 動 度 の 遅 れ が か な
り解 消 さ れ た(Table2,d/a)。 これ らの こ と か ら、pUGD1202中 の 反 復 単 位 イ
ンサ ー トは全 領 域 に わ た って 湾 曲 構 造 を と って い る こ とが 示 され た 。
(4)メ チ ル 化 修 飾 の 解 析
pUGD1202イ ンサ ー ト中 の これ らのCpG配 列 の シ トシ ン残 基 の メ チ ル 化 修 飾 の
有 無 を 調 べ るた め に、 メ チ ル 化 に よ り切 断 が 阻 害 され る制 限 酵 素 塑II(CCGG),
幽1(GCGC),塵 ⊥UI(CGCG)お よ び 切 断 阻 害 を 受 け な い制 限酵 素 腫1(CCGG)を
用 い て ニ ワ ト リ雌 ゲ ノ ムDNAを 消 化 しさ らにEcoRI消 化 を 行 った 後pUGD1202
イ ンサ ー トを プ ロ ー ブ と して サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 っ た
(Fig.1)。 そ の 結 果 、 メ チ ル化 に よ り阻 害 を 受 け な い 迦1で は1.2kbの バ ン
ドが 低 分 子 の 断 片 に 消 化 さ れ た の に対 して(1ane5)、 メ チ ル 化 に よ り阻 害 を
受 け る旦匹II,塾 且1,塵 主UIで は ほ と ん ど消 化 され ず1.2kbの バ ン ドと して 検 出
さ れ た(1anes6,7,and8)。 これ らの こ とか らEcoRifamily配 列 中 のCpG部














































































































第3章 ニ ウ ト リのW染 色 体 に特 異 的 なXholフ ァ ミ リー 、EcoRIフ ァ ミ リー
反 復 配 列 のW染 色 体 上 に お け る ドメイ ン形 成
ニ ワ トリのW染 色 体DNAの 約6眺 はXholフ ァ ミ リー 配 列 、 約10-30%はEcoRI
フ ァ ミ リー 配 列 で 占 め られ て い る と推 定 さ れ て い る。 このDNA量 の 推 定 が 正
し い とす る と、W染 色 体DNAの 約70-90%が 湾 曲 反 復DNA配 列 で 占 め られ て
い る こ と に な る。 そ れ で は 、W染 色 体 上 に お い て 、Xho!フ ァ ミ リー 、EcoRI
フ ァ ミ リー は 互 い に 混 ざ り合 って 存 在 して い るの か 、 あ る い は 別 々 の ドメ イ ン
ち
を 形 成 して 存 在 して い るの か とい う疑 問 が 生 じて くる。 こ の 疑 問 を 以 下 の2つ ・
の 異 な った ア プ ロ ー チ に よ り解 析 した 。
(1)パ ル ス フ ィー ル ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ る解 析
雌 ニ ワ トリの 初 代 培 養 細 胞 か ら超 高 分 子DNAを 調 製 し、 制 限 酵 素 で 消 化 後
パ ル ス フ ィー ル ドゲ ル電 気 泳 動 に よ って 、200-1600kbの 超 高 分 子DNA断 片 を
分 離 し、EcoRIフ ァ ミ リー配 列 、Xholフ ァ ミ リー配 列 を プ ロー ブ と して サ ザ ン
プ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 った(Fig.4)。 そ の結 果 、EcoR【 消 化
に よ り、Ecomフ ァ ミ リー一配 列 は 低 分 子(1.2kb)の 断 片 と な るた め に超 高 分 子 領
域 に シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な い の に対 して(1ane1)、Xholフ ァ ミ リー 配 列 は約
350kbの 領 域 に シ グ ナ ル が検 出 され た(1ane2)。 こ れ と は 逆 に 、Xhor消 化 で
は、Xholフ ァ ミ リー配 列 の シ グナ ル は 検 出 され な い の に 対 して(lane4)、
EcoRIフ ァ ミ リー 配 列 は約1000kbの 領 域 に シ グナ ル が 検 出 され た(lane3)。
塾1消 化 で は、 坐gRIフ ァ ミ リー は 反 復 単 位 中 に1カ 所 切 断 部 位 が あ るた め に
低 分 子 と な り シ グ ナ ル は検 出 され な い が(lane5)、Xholフ ァ ミ リー は約950
bpの 領 域 に 検 出 され た(lane6)。 、ま た 、Saclあ る い はSaHで 消 化 した場 合 は、
ど ち らの フ ァ ミ リー と もに1000kb以 上 の 領 域 に お い て 異 な った 位 置 に シ グ ナ ル
が 検 出 さ れ た(lanes7,8,9,and10)。 こ れ らの こ とか ら、W染 色 体 上 に
お い て旦堕RIフ ァ ミ リー,迦1フ ァ ミ リー 配 列 は 少 な く と も1000kb以 上 の 単 位












































































































(2)蛍 光insituハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 解 析
雌 ニ ワ ト リ繊 維 芽 細 胞 よ り分 裂 期 染 色 体 標 本 を 作 製 し、 こ れ に対 して ジ ゴ キ
シ ゲ ニ ン(DIG)で 標 識 したXholフ ァ ミ リー あ る い は迦RIフ ァ ミ リー 反 復 単 位
を プ ロ ー ブ と してinsituハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 った 。 染 色 体 は ヨ ウ化
プ ロ ピデ ィ ウ ム(PI)で オ レ ン ジ色 に 染 色 し、 シ グ ナ ル は フ ル オ レ セ イ ンイ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト(FITC)で 標 識 した 抗DIG抗 体 を 反 応 さ せ て 黄 色 の 蛍 光 と して
検 出 した(Fig.5-1)。0.7kb一 独21フ ァ ミ リー 単 位 と1.1kb一 迦1フ ァ ミ リー 単
位 の相 同 性 は90%以 上 で あ る の で 、 同 様 の 結 果 が 得 られ 、 動 原 体 周 辺 に シ グ ナ
ル が 検 出 さ れ た(1AandIB)。 これ に 対 して 、EcoRIフ ァ ミ リー は 一 方 の腕 の
動 原 体 周 辺 を除 く大 部 分 の領 域 と反 対 側 の 腕 の 中 央 付 近 の比 較 的 狭 い領 域 に シ
グ ナ ル が 得 られ た(1C)。 ま た これ らす べ て の プ ロ ー ブ を 混 ぜ て ハ イ ブ リダ イ
ゼ ー シ ョ ンを行 う と、 一 方 の 腕 の 末 端 を残 して す べ て の 領 域 が シ グ ナ ル で お お
わ れ た(1D)。Fig.5-2で は、 問 期 核 に対 す るXholフ ァ ミ リー の シ グ ナ ル を 示
した もの で 、 動 原 体 を 挟 ん で そ の 周 辺 に 存 在 して い るXholフ ァ ミ リー を 表 して
い る もの と考 え られ る。 さ らに詳 細 に解 析 す る た め に、 染色 体 を4',6一 ジァ ミ
ノ ー2一フ ェニ ル イ ン ドー ル(DAPI)で 青 色 に染 色 し、EcoRIフ ァ ミ リー 配 列 を ビ
オ チ ンで 標 識 して ア ビ ジ ンFITCで 検 出 し、Xholフ ァ ミ リー をDIGで 標 識 して ロ
ー ダ ミン標 識 抗DIG抗 体 で赤 色 の シ グナ ル と して 検 出 した(3 ,4A,4C,and4D)。
ま た 標 識 の組 み 合 わ せ を逆 に して 観 察 した(4B)。 これ らの解 析 の 結 果 、W染
色 体 の 片 側 の 腕 の 大 部 分 と反 対 側 の 腕 の 中 央 付 近 の一 部 がEcoRIフ ァ ミ リー で 、
ま た 動 原 体 周 辺 領 域 がXholフ ァ ミ リー で 占 め られ 、 ど ち らの配 列 も存 在 しな い
領 域 がEcoRIフ ァ ミ リー の 領 域 を もた な い 腕 の 末 端 領 域 に存 在 して い る もの と





































































































第4章 ニ ワ トリのZ染 色 体上 に存在す る遺 伝子 の解 析(1)
デ ィ フ ァ レ ン シ ャル ス ク リー ニ ング の 結 果 、 ニ ワ トリの 卵 巣 で 発 現 が 高 い と
考 え られ たcDNAク ロー ンの1つ 、pLON3901を プ ロ ー ブ と して 雄 、 雌 の ゲ ノ ム
DNAに 対 して ドッ トプ ロ ッ ト、 お よ び サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ
ン を行 っ た 結 果 、 雄(ZZ)で は 雌(ZW)の 約2倍 の 強 さ の シ グ ナ ル が 得 ら
れ た こ と か らpLON3901はZ染 色 体 上 に 存 在 す るDNA配 列 で あ る 可 能 性 が 示 唆
され て い た。 本 研 究 で は この 配 列 に っ い て の 詳 細 な解 析 を 行 っ た。
(1)蛍 光insituハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 解 析
現 在 の 蛍 光1虹situ .ハイ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンの 検 出 感 度 で は シ グ ナ ル を観 察
す る た め に 約5kb以 上 の プ ロー ブ の 長 さ が 必 要 で あ る と考 え られ て い る。
pLON3901の イ ン サ ー ト鎖 長 は約2.5kbで あ る の で 、 よ り長 い プ ロー ブ を 得 るた
め に、 ニ ワ ト リの ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ン グ して3種 の ク ロー ン
λZ1,λZ2,λZ3を 得 た。 こ れ ら の うち λZ1のSacl-10kb断 片 を プ ロ
ー ブ と して 蛍 光insituハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 った と こ ろ 、z染 色 体 の
短 腕 の 中 央 部 付 近 に シ グ ナ ル が 検 出 され た(Fig.7)。
(2)pLON3901配 列 の鳥 類 に お け る 保 存 性 の 解 析
pLON3901を フ。ロ ー プ と して ニ ワ ト リ以 外 の 鳥 類 の雌 雄 ゲ ノ ムDNAに 対 して
サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 っ た(Fig.8)。 そ の結 果 、 日本
ウ ズ ラ、.キ ジ、 シ チ メ ンチ ョ ウ、 ボ ブ ホ ワ イ トウ ズ ラに お い て も雄 の シグ ナ ル
が 雌 の シ グ ナ ル の 約2倍 の 強 度 で あ っ た こ とか ら、 この 配 列 は ニ ワ ト リ以 外 の










































































(3)cDNAク ロー ニ ン グ と そ の塩 基 配 列 の 解 析
pLON3901イ ン サ ー トの塩 基 配 列 解 析 の 結 果 、 オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム
(ORF)は 存 在 しな い こ と が わ か って い た が 、 この 配 列 が 他 の 鳥 類 で も保 存
さ れ て い る と い う結 果 が 得 られ た の で 、 さ ら に上 流 域 にORFが 存 在 す る可 能
性 を 考 え 、 よ り長 いcDNAの ク ロ ー ニ ン グを 行 った 。 λZ1-Sacl-10kb断 片
を プ ロ ー ブ と して ニ ワ トリ卵 巣 由来 のcDNAラ イ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ング した
結 果 、 約 塩.5kbの 配 列 を もつcDNAク ロ ー ンが 多 数 得 られ た の で 、 そ の1っ
の 塩 基 配 列 を 決 定 した。 そ の 結 果 、 全 長4428bpのcDNA配 列 中391-1371bpの
め
領 域 に981bpのORFの 存 在 が 明 ら か に な っ た(Fig.9)。 推 定 さ れ た327ア ミ.
ノ 酸 配 列 中 に は 疎 水 性 ア ミノ 酸 が 約43%存 在 し、 膜 結 合 ドメ イ ンの 可 能 性 の
あ る 約28ア ミノ酸 残 基 の 疎 水 性 領 域 がC末 近 くに 存 在 し ま た 、N結 合 型 糖 鎖
が 結 合 す る 可 能 性 の あ る ア ス パ ラギ ン残 基 を 含 む 配 列 が7ヵ 所 存 在 して い た。
全 体 の ア ミノ酸 配 列 に 対 して 、NBRFタ ンパ ク質 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 した 結 果 、
免 疫 グ ロ ブ リン スー パ ー フ ァ ミ リー に 属 す る い くっ か の タ ンパ ク質 のlgド メ イ
ン を 構 成 す る ア ミノ酸 配 列 との 間 に部 分 的 な 相 同 性 が 検 出 さ れ た。 この こ とか
ら、 こ の タ ンパ ク質 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リー に属 す る細 胞 間接 着
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第5章 ニ ワ トリのZ染 色 体上 に存在 す る遺伝 子 の解析(II)
遺 伝 学 的 研 究 に よ り ニ ワ ト リの 細 胞 質 中 の ア コニ タ ー ゼ活 性 はZ染 色 体 上 の
遺 伝 子 由 来 で あ る と推 定 され て い た が 最 近 、 ブ タ と酵 母 に お い て ア コ ニ タ ー ゼ
遺 伝 子 が ク ロ ー ン化 さ れ た。 一 方 、 細 胞 内 の鉄 の量 に応 じて フ ェ リチ ンmRNAの
翻 訳 や トラ ンス フ ェ リ ン リセ プ タ ーmRNAの 安 定 性 を 調 節 す るRNA結 合 性 タ ン
パ ク質 、{ironresponsiveelement結 合 タ ン パ ク質(IRE-BP)}が ヒ トに お
い て ク ロ ー ン化 さ れ た 結 果 、 そ の ア ミノ酸 配 列 と ブ タ、 酵 母 の ア コ ニ タ ー ゼ の
配 列 と の 間 に約30-3銚 の相 同 性 が 認 め られ た。 ア コ ニ タ ー ゼ は ク エ ン酸 回路 中'
の 反 応 を触 媒 す る酵 素 で あ る の で 主 に ミ トコ ン ドリア 中 に 存 在 して い る と考 え
られ る こ とか ら、 ニ ワ トリの細 胞 質 中 の ア コ ニ ター ゼ活 性 はIRE-BPの.も っ活 性
で あ る可 能 性 が 考 え られ た 。 そ こ で 、 ニ ワ トリのIRE-BP遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ
を 行 な いZ染 色 体 と の 関 連 性 を 解 析 した。
(1)ニ ワ トリのIRE-BP遺 伝 子 とZ染 色 体 と の 関 連 性 の 推 定
ヒ トのIRE-BPcDNA配 列 を プ ロー ブ と して、 ニ ワ トリお よ び そ の 他 の鳥 類 の
雌 雄 の ゲ ノ ムDNAに 対 して 、 ミス マ ッ チ約38%を 許 容 す る条 件 で サ ザ ン プ ロ
ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 った と こ ろ、 雄 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 が 雌
の 約2倍 で あ っ た(Fig.10)。 そ こで ニ ワ ト`リの肝 臓 由 来 のcDNAラ イ ブ ラ リ
ー を ヒ トのIRE-BPcDNAを プ ロ ー ブ と して 同 様 の 条 件 下 で ス ク リー ニ ン グ した
と こ ろ、 約3kbの 配 列 を もっcDNAク ロー ンが 多 数 得 られ た。 部 分 的 に 塩 基 配 列
を 決 定 しア ミノ 酸 配 列 を 推 定 した と こ ろ 、 ヒ トIRE-BPの ア ミノ 酸 配 列 と の 相 同
性 が 約8鴨 で あ っ た。 こ れ らの こ と か ら、IRE-BP遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 鳥 類 、 哺 乳
類 に お い て 広 く保 存 され て お り、 鳥 類 に お い て はZ染 色 体 上 に 存 在 して い る可
能 性 が 濃 厚 とな った。
(2)蛍 光insituハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンに よ る解 析
ヒ トのIRE-BPcDNAを プ ロ ー ブ と して 、 ミスマ ッ チ約3磯 を許 容 す る 条 件 で ニ
ワ ト リ爾 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ン グす る こ と に よ り約15kbの 配 列 を
含 む ク ロー ンが 得 ら れ た。 そ こで こ の配 列 を プ ロー ブ と して 蛍 光insituハ イ
ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 った と こ ろ、Z染 色 体 の 長 腕 の 末 端 に 存 在 す るPIで 濃
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EcoRIフ ァ ミ リー は2段 階 の 繰 り返 し構 造 す な わ ち21bpの 反 復 とそ の集 合 体
で あ る1.2kbの 反 復 構 造 よ り構 成 され て い る。1.2kb反 復 単 位 間 の相 違 は極 め
て 低 い こ と がFig.1の 結 果 よ り推 定 で き る が 、 これ に対 して21bpの 反 復 単 位 間,
の 相 同 性 は か な り乱 れ て い る こ とが わ か る(Fig.2)。 この よ うな 構 造 上 の 特
徴 は 他 のW染 色 体 を構 成 す る反 復 配 列 、Xholフ ァ ミ リー 、Pstlフ ァ ミ リー 、
エ盤1フ ァ ミ リー に お い て もみ られ る。 ま た ニ ワ ト リ、 シチ メ ン チ ョ ゥ、 キ ジ の
ゑ
21bpの コ ン セ ン サ ス配 列 間 の 相 同 性 は高 い。 これ らの こ とか ら、Aク ラ ス ター ∀
Tク ラ ス タ ー がGC配 列 に 挟 ま れ た 特 徴 を もつ21bpの 配 列 が ニ ワ トリそ の 他 の
鳥 類 のW染 色 体 上 に お い て 増 幅 的 な 複 製 や 鋳 型DNAの す べ り を 伴 う複 製 な ど
に よ り増 幅 し、 部 分 的 に 湾 曲DNAが 形 成 され、 これ が さ らに 姉 妹 染 色 体 問 で
の 不 等 交 差 、 あ る い は遺 伝 子 変 換 な どに よ って 増 幅 、 均 一 化 が 行 わ れ た 可 能 性
が 考 え ら れ る。W染 色 体 以 外 で も湾 曲 反 復DNA配 列 よ り構 成 され る ヘ テ ロ ク
ロ マ チ ン領 域 が マ ウ ス、 ア ル テ ミア な どで 見 つ か って い る こ と か ら、 この よ う
な 湾 曲DNA配 列 の 増 幅 は ヘ テ ロ ク ロマ チ ンの 形 成 に対 して 有 利 に は た ら い た
もの と考 え られ る。
パ ル ス フ ィー ル ドゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い た 約200kb-2000kbレ ベ ル で の 解 折 に よ
.り、6塩 基 認 識 の 制 限 酵 素 を用 い て も、EcoRIフ ァ ミ リー 、Xholフ ァ ミ:リー は
巨大 なDNA断 片 と して 検 出 さ れ る場 合 が 多 か った こ とか ら、 お そ ら く これ ら
の 配 列 は 反 復 単 位 が タ ンデ ム に連 な った 巨大 な ドメ イ ンを 形 成 して い る と考 え
られ る。 さ ら に、 蛍 光insituハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る数10MBの 単 位 で
の 解 析 に よ って も こ れ らの配 列 の 巨 大 ドメ イ ン構 造 を支 持 す る結 果 が 得 られ た。
ま た こ の 解 析 の 結 果W染 色 体 上 に 両 フ ァ ミ リー が 存 在 しな い ドメ イ ン が 一 方 の
腕 の 末 端 付 近 に検 出 され た。 ヒ トのY染 色 体 に お い て は 、 長 腕 の 大 部 分 が ヘ テ
ロ ク ロ マ チ ンで 覆 わ れ 、 短 腕 の末 端 にX染 色 体 と対 合 す る ドメ イ ンが 存 在 し、
そ の 間 にY染 色 体 に特 異 的 な 非 反 復 配 列 が 検 出 され て い る。 最 近 この よ うな 領
域 の 一 部 に男 性 の 分 化 に決 定 的 な 役 割 を 果 た す 配 列 が 存 在 す る こ とが 明 らか と
な っ た。 こ の よ うな こ と か ら、 ニ ワ ト リのW染 色 体 上 に お い て も このXhol,
EcoRIフ ァ ミ リー の 存 在 しな い ドメ イ ン中 に はZ染 色 体 との 対 合 に 関 わ る配 列
一183一
や 性決 定遺 伝 子 を コー ドす る よ うな非 反復 配列 が存在 す る可能性 が高 い と考 え
られ る。 今後 この ドメイ ンあ るいはW染 色 体 に特 異 的 な配 列 を含む ライブ ラ リ
ー を作 製 し、DNAレ ベルで のW染 色 体 の構造 ・機能 の解 析 を さ らに進 め る こ
とが重 要 で あ る と考 え られ る。近 年 、 染色 体上 の特定 の領 域 をか き取 り、 こ こ
か らDNAをPCR法 を もちいて増幅 し、 領域 特 異的 な ライ ブ ラ リー を作製 す る
技 術 が進 んで い るの で、 この よ うな技術 の導 入 は有効 で あ る と考 え られ る。
哺 乳 類 に おい て2つ のX染 色 体 を持 っ雌 はそ の1っ のX染 色 体を ヘ テ ロク ロ
マ チ ン化 す る事 によ って遺 伝子 を不 活性 化す る機 構が 発達 して い る。 この機構
に よ ってX染 色体 上 に存在 す る機 能 的 な遺 伝子 の量 が雄 と雌 とで均一 化 され て
い る。 一 方 、鳥 類 に おいて は2っ のZ染 色体 を もっ雄 において はヘ テ ロ クロマ
チ ンボデ ィー は観察 されず 、 また遺 伝学 的研究 か らはZ染 色体 の不活 性化 は な
い と され て い る。 しか し、 これまで 鳥類 のZ染 色 体 由来 の遺 伝子 ク ロー ンが得
られて い なか ったた あ、分子 レベ ルの研 究 は行 われて い なか った。 本 研究 で得
られたIRE-BPcDNAを 用 いて その発現 量 を定量 的 に測定 す るこ とによ り不 活性
化 の有 無 を明 らか にで きる もの と考 え られ る。IRE-BPは フ ェ リチ ンや トラ ンス
フ ェ リン リセ プ ター の量 を転写以 降 の段 階 で調 節 して い るRNA結 合 タ ンパ ク
質 で あ るので、 調節 を受 け る これ らの タ ンパ ク質 の発現 レベ ルを雌雄 の細 胞で
比 較 す る こと も興 味深 い。
も う1っ のZ染 色 体 由来 のcDNAは 卵 巣 で特異 的 に発現 して い るので 、雌 雄間
で の遺 伝子 量 の調節(Z染 色 体 の不活 性化)の 必 要性 は ない と考 え られ る。 こ
の遺 伝子 の コー ドす る タ ンパ ク質 は糖 タ ンパ ク質 であ る可能 性が 高 く、 膜結 合
に関 わ る と思 わ れ る疎水 性 ア ミノ酸 の ク ラスタ ーがC末 側 に存在 して い た。 ま
た、 免疫 グロブ リンスーパ ー フ ァ ミ リー に属す る細 胞接 着 リセ プ ター に共通 に
見 られ るlgド メ イ ンを 構成 す るア ミノ酸配 列 と相 同な配 列 が4ヵ 所#在 して い
た ことか ら、卵 母細 胞表 面 に存在 す る何 らかの細胞 接着 リセ プターで あ る可 能
性 が考 え られ た。 また すで に この遺 伝 子 の上流 域 を含 む ゲノ ミックク ロー ンが
得 られ て い るので卵 巣特 異的 発現 に関 わ る シス エ レメ ン トの研 究 も可能 で あ る。
また、 これ ら2っ のZ染 色 体上 に存 在す る遺 伝子 は互 い にZ染 色体 の別 々の
腕 の比較 的 末端 に近 い位 置 に存在 して い る ので 減数 分裂 前期 の ランプブ ラッシ
染 色 体 に おけ るZ染 色 体 の同定 な らびにW染 色 体 との結 合部 位の 位置決定 のた
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め の よい マー カー と して使 え る もの と考 え られ る。 また、 これ ら2っ の遺 伝子
を 出発点 と して 染色 体歩行 を 行 うことによ り、 新 た なZ染 色 体上 の遺 伝子 やW









審 査 結 果 の 要 旨





本研究はニクトリのZ,W染 色体を対象 として,こ れらの性染色体に特異的なDNA配 列なら
びに遺伝子機能について分子 レベルの解析を進めたものである。先ず,W染 色体についてはこの
染色体が核内でヘテ ロクロマチンボディーを形成 し,高 度反復DNA配 列に富む ことに注 目し,
本染色体特異的なEcoRIフ ァミリー反復配列の諸性質を研究 した。クローニソグされた1.2kbの
EcoRIフ ァミリー反復単位の塩基配列を決定 した結果,平 均21bpの 基本単位が59回縦列重複 した
配列構成をとること,各 基本単位中にはAお よびTク ラスタ」が含まれ,こ れ らがDNAら せん
のピッチと同調して出現すること,両 クラスター間にはDNAメ チル化のターゲットとなるCG
配列が存在することが明らかにされた。そして,こ の様な特徴からこの配列が高度に湾曲した構
造をとること,ゲ ノム中で高度にメチル化修飾されていることを予想し,こ れらを実証 した。ま
た,パ ルスフィール ドゲル電気泳動や蛍光insituハ イブリダイゼーション(FISH)の 手法によ
り,EcoRIフ ァミリーと既に見出されているXholフ ァミリー反復配列が,W染 色体上で異なった
ドメインを形成 していることを示 した。これらの研究の成果,W染 色体の一端にいずれの反復
ファミリーも含まれないDNA領 域が存在することが明らかになった点も興味深い。Z染 色体上
の遺伝子についてはこれまで塩基配列 レベルの研究は行われていないが,本 研究で2種 類の遺伝
子がクローニングされ遺伝情報と染色体上の局在部位が明らかにされた。一つは,初 期卵巣の
cDNAラ イブラリーから分離された1ク ローンpZOV3で,981bpの 翻訳領域を含み,免 疫グロブ
リソスーパーファミリーに属する膜結合型糖タンパク質と推定されるア ミノ酸配列をコードす る
もので,FISHに よりZ染 色体の短腕中央部に存在する遺伝子であることが示 された。他は,ア コ
ニターゼと相同部分を含む細胞質の鉄応答要素結合タソパク質(IREBP)の 遺伝子で,ヒ トの同
遺伝子 との塩基配列相同性を利用 してニワトリ肝臓のcDNAラ イブラリーをスクリーニングして
クローンを取得 し塩基配列決定を行った。また,F工SHに より同遺伝子はZ染 色体の長腕端部の
ヘテロクロマチンとの境界部に局在することが示された。
以上のように本研究により,W染 色体DNAの 大部分を占める反復DNAの 性質が明らかにな
り,さ らにこれらの反復DNAの 含まれない領域の存在が指摘されたこと,こ れまで未解明のZ
染色体上の遺伝子の遺伝情報と染色体上の局在部位が明らかにされたことからZW性 染色体の分
子レベルの研究に寄与するところが大であると考え,審 査員一同著者は博士(農 学)の 学位を授
与されるに充分の資格を有すると判定 した。
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